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	  Angiotensin II（Ang II）や副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）による副腎皮質におけるステロイドホルモン
産生機構については主として副腎皮質ステロイド合成系遺伝子発現を介していることが現在理解されている。
しかし一方で Ang IIや ACTH以外の因子における副腎皮質ステロイドホルモン産生の分子機序についてはほ
とんど理解が進んでいない。副腎皮質ステロイドホルモンは生体の維持に重要なホルモンであり、その過剰分
泌は高血圧や高血糖といった疾患につながる。このことからも副腎皮質におけるステロイドホルモン産生機序
の理解は重要であると考えられる。本論文の第 1章では現在理解が進んでいない核内受容体 FXRと副腎皮質
ステロイドホルモンであるアルドステロン産生の関係性についての検討、第 2章では肥満と高血圧を結びつけ
る脂肪細胞由来未知因子による副腎皮質アルドステロン産生の分子機序に関する検討について記述する。 
 
第 1章  
核内受容体 FXRの副腎皮質におけるステロイド合成系遺伝子発現とステロイド産生への影響 
 Farnesoid X receptor (FXR)は核内受容体ファミリーの一員であり、主に胆汁酸をリガンドとして下流遺伝子
の遺伝子発現制御を行うことが知られている。FXR は体内において肝臓、小腸、腎臓、副腎に多く発現して
おり、生理的な作用として腸肝循環における主要な遺伝子発現制御を行うことが知られている。腎臓では水の
再吸収に重要であるという知見が報告されている。しかしながら、副腎おける FXR の生理的作用は未だ不明
な点が多く、その発現意義を含め十分な検討がなされていない。本研究では副腎における FXR と副腎皮質ス
テロイドホルモン産生への関係性に着目し、培養細胞系を用いて FXR の転写活性化とステロイドホルモン産
生の関係性の解明を目的として分子機序の解析を行った。 
 本実験はヒト副腎腫瘍由来H295R細胞を用いてアルドステロン産生を亢進させるAng IIと FXRの合成リガ
ンドであるGW4064を用いて副腎におけるFXRの転写活性化の機序をFXRの標的遺伝子であるOrganic solute 
transporter遺伝子（OSTα）の mRNA発現量の定量 PCRによる解析ならびに OSTα遺伝子のプロモーターを用
いたルシフェラーゼアッセイにより検討した。Ang IIは副腎においてカルシウムシグナルをはじめとする種々
のシグナルを亢進させることでアルドステロン合成酵素遺伝子（CYP11B2）をはじめとしたステロイド合成系
遺伝子の発現を亢進させることが知られている。今回の検討で Ang IIは FXRの標的遺伝子である OSTαの発
現を誘導し、さらに GW4064との併用で OSTαの発現をより亢進させることを確認した。一方で副腎皮質ステ
ロイド合成系遺伝子である HSD3B2や CYP11B2は GW4064によって発現は誘導されず、Ang IIと GW4064の
併用でも協調的な誘導は認められなかった。加えて、Ang IIによって活性化することが知られている細胞内シ
グナルを阻害する薬剤を用いた実験において、MEK-ERK経路および p38MAPK経路が OSTαの発現亢進に重
要であることが示唆された。上記の現象は FXR のセリン残基のリン酸化によることが抗リン酸化セリン抗体
によるウェスタンブロットによる検討で示唆され、GPS によるリン酸化予測により、47 番目、82 番目、392
番目のセリン残基（S47, S82, S392）が候補に挙がった。各セリン残基をアラニンに置換した変異体を用いた
ウェスタンブロットおよびルシフェラーゼアッセイの検討により、S82が重要なリン酸化部位であることが示
唆された。本研究から、FXR は副腎皮質におけるステロイドホルモン産生に対してステロイド合成系遺伝子
の発現を介するのではなく、FXR の標的遺伝子の発現誘導を介して寄与する可能性が考えられた。副腎にお
ける FXRの転写活性化と生理的作用を結びつける上で、FXRのリン酸化を介した遺伝子発現制御機構の解明
は重要な知見であると考えられる。 
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第 2章  
脂肪細胞由来液性因子による副腎アルドステロン合成酵素遺伝子（CYP11B2）発現誘導の分子機序の解明 
 高血圧と肥満の間には高い相関性が示唆されている。肥満と高血圧を併発した患者ではしばしば、血漿レニ
ン活性が低値にも関わらず、血漿アルドステロン濃度が高値を示し、高血圧の状態が続くことが知られている。
これには脂肪細胞由来の液性因子が副腎に直接的に働きかけ、アルドステロン分泌を亢進させている可能性が
示唆されているが、脂肪細胞由来のアルドステロン分泌亢進の原因因子は未だ同定されていない。本研究では、
脂肪細胞由来の未知因子がアルドステロン合成酵素遺伝子（CYP11B2）の発現誘導活性を持つことを指標とし、
同因子を同定することで、肥満高血圧の治療標的の同定および、分子機序を解明することを目的とする。 
 本実験ではマウス線維芽細胞由来 3T3-L1細胞を脂肪細胞に分化させ、脂肪細胞培養上清を取得した。取得
した培養上清をヒト副腎腫瘍由来 H295R細胞の培地と交換し、H295R細胞の CYP11B2 mRNA発現量を測定し
たところ、上昇を確認できた。また、培養上清を加熱すると CYP11B2 発現誘導活性は減少した。これは上清
中に含まれる CYP11B2 発現誘導因子が熱により変性したことが推察される。培養上清を分子量により分画す
ると、100kDa の通過画分および、50kDa 以下の各濃縮画分に CYP11B2 発現誘導活性を見出した。100kDa の
通過画分を質量分析に供すると、結果として 52 種の CYP11B2 発現誘導候補因子が同定された。52 種のうち
SignalP4.1 により分泌タンパク質の指標であるシグナルペプチドを有していると推測されたタンパク質が 12
種類であった。この 12種類は脂肪細胞から分泌される報告のある因子が含まれていたが、脂肪細胞から多量
に分泌される因子が中心であった。よって脂肪細胞から分泌される微量因子は候補に挙がってきていない。そ
こで、候補因子を広げていくためにさらに分泌因子を精製した。結果として限外濾過、クロマトグラフィーを
用いた分画・精製により、より精製度の高い活性画分を得るに至った。脂肪細胞由来 CYP11B2 発現誘導因子
を介したアルドステロン産生機序は複数の因子を介している可能性が考えられ、複雑な分子機序の存在を予想
させた。 
 本研究は副腎皮質のアルドステロンをはじめとするステロイドホルモンの産生に既知の因子の刺激だけで
はない新しい分子機序が存在していることを予想させる知見であり、今後の副腎皮質ステロイド産生の分子機
序のより一層の理解に有用であると考えられる。 
 
